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SEQUENCES REGULA TRICES ISSUES DU GgME CD4 FT A 
EXPRESSION SPECIFIQ UE DANS LES LYMPHOCYTES T 
MATURES. 

La presents invention est relative a I'utilisation de sequences 
r^gulatrlces issues du gene CD4 dans des vecteurs d'expression d'un 
gene h6t6rologue ou d'un transgene. leur conferant. quand ils sont 
int§gr6s dans des cellules du systeme hematopoTetique et notamment 
les cellules souches, ou plus generalement les cellules de la moelle 
osseuse, une expression specifique au niveau des lymphocytes T 
matures a I'exclusion des lymphocytes T immatures, et notamment 
apres la selection du repertoire. 

Au cours de la maturation des cellules T, Texpression des 
recepteurs CD4 et CDS repond a un mecanisme complexe de 
regulation ; I'expression differehtielle des giycoprotejhes CD4 et CDS 
est couplee au choix de I'une des voies de la differentiation soit en 
lymphocytes T auxiliaires soit en lymphocyteis T cytotoxiques ; ainsi les 
thymocytes, c'est-a-dire les cellules hematopoietiques ehgag^es dans 
une voie de differentiation t. ont tout d'abord un phenotype CD4- CDS- 
(doubles ndgatifs ou DN). puis ils acquidrent I'expression conjointe de 
la molecule CD4 et de la molecule CDS pour former les thymocytes 
doubles positifs (DP) CD4+ CD8+ et enfih. cette population se 
diff6rencie en lymphocytes simples positifs (SP) qui expriment sdit CD4 
pour les lymphocytes T auxiliaires soit 6d8 pour les lymphdcytes t 
cytotoxiques. Les thymocytes qui se lient aUx ir^dlecules 
d'histocompatibilit6 de classe I deviendront des lymphocytes T 
cytotoxiques CD4- CD8+, alors que ceux qui se lient aux molecules de 
classe li deviendront des lymphocytes T auxiliaires CD4+ CDS- ; apres 
ce processus intra-thymique de selection du repertoire, les thymocytes 
quittent le thymus et atteignent ie systeme peripherique : sang et 
organes lymphoides. 
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Une synthese de ce processus de differenciation est decrite 
dans Nicollc-Zugic, J, (1991) Immunol. Today 12 : 65-70. 

La regulation de I'expression du gene CD4 est actuellement 
6tudi§e par de nombreuses equipes, I'elucidation d'un tel mecanisme 
5 pouvant aider a la comprehension du controle des developpements des 
cellules T. 

Plusleurs equipes travaillent sur les sequences regulatrices du 
gene CD4 humain ou murin. Parmi les plus r6cents, 11 convient de citer 
les travaux suivants : Kllleen et al (EMBO Journal vol 12 n*4 pi 547, 
10 1993) ont montre qu'un transgene portant le CD4 humain d'une taille 
d'environ 35 kb possedait toutes les sequences genomiques 
n§cessaires au controle de Texpressipn au cours du developpement 
dans des souris transgeniques. Dans ce fragment, deux elements de 
regulation distinct? ont ete identifies comme critiques pour I'expression 
15 du transgene : le premier est une sequence amplificatriee. ou 
a"i|?lif«pateur (pour enhancer), situee„ soit 1 3 ■ kb en arnbnt du ? Site cap 
du CD4 murin, soit 6 kb en amont du GD4 humain. Blum M.D. et al (J. 
Exp. Med. (1993) HZ n' 5 : 1343-135Q) ont identifie et sequence 
I'amplificateur du CD4 humain. et Sawada et al. (Mol. Cell. Biol; H 55: 

20 5506-5515, 1991) ont identifie et sequence I'anmplificateur du CD4 
"lurjn. Ces deux Equipes ont montre que I'expression^ de cette 
amplificateur est spepifique. du g6ne CD4 dans les lymphocytes T, 
qu'ils fplpnt rn^tures ou innmatures P. Salmon et al, (Proc. Natl; Acad. 
Sci., USA 90 : 7739-7743, (1993)) ont analyse la structure et ia 

25 sequence du promoteur du CD4 hurnain et I'ont compare avec celul du 
CD4 murin. lis ont jdentifie un fragment d'environ 1100 paires de bases 
presentant la fonption de promoteur specifique du CD4. Un allgnement 
de cette sequence avec celle du prorrioteur CD4 murin indique une 
structure tres similaire comme le montre la figure 1 de ce meme article. 

30 La differenciation des lymphocytes T met en oeuvre d'autres 

elements de regulation de type silenceur (silencer) dont la presence 
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conduit a la diminution ou a I'arret de la transcription des genes quand 
ils sont dans leur voisinage. Sawada et al, dans Cell 77 : 911-929, 
(1994) ont mis en evidence I'existence d'un silenceur dans un premier 
intron du gene CD4, et dont une des fonctions est re>ctinction de la 
5 transcription du gene CD4 dans les lymphocytes T matures CD8+. 

Enfin le gene du CD4 humain a ^te analyse par 2. Hanna et al. 
(Mol. and Cell. Biology (1994) p. 1084-1094) dans une construction qui 
comprend au moins 3 introns d'une longueur totaie de 12Kb. 

Toutes les etudes recentes. citees plus haut, indiquent que 
I'expression du gene CD4 est controlee de maniere similaire dans les 
cellules humaines et murines ; neanmoins les relations entre les 
differents elements de regulation et leurs fonctions n'est pas 6lucidees. 

La presente invention resulte de la decouverte faite par les 
inventeurs d'une combinaison de sequences regulatrices qui 
presentent des proprietes inattendues et totalement Imprevisibles : 
cette combinaison composee tfelemehts gerietlques Issus des 
sequences en 5' du g§ne CD4i le cas echeant combines avec le cDNA 
du gene CD4. a son expression restreinte aux cellules T matures et 
aux cellules NK dans un modele de souris transg6nique ; aucune 
expression n'a pu §tre detect6e dans les cellules T immatures incluant 
les thymocytes doubles positifs ou doubles negatifs. Cet ensemble de 
sequences regulatrices est le premier ^ avoir cette sp6clficite 
d'expression ce qui est particulidrement important notammeht pour une 
utilisation dans le cadre de la th§rapie genique. pour des programmes 
qui n§cessiteralent I'expression specifique d'un gene dans les 
lymphocytes T matures. 

Rien, dans I'etat de la technique, ne laissait suppbser qu'une 
telle combinaison pouvait conduire a ce resultat. 

La presente invention resulte de la decouverte selon laquelle la 
combinaison de I'amplificateur et du promoteur de CD4 promeut 
I'expression d'un gene « reporter » , en ['occurrence le cDNA du g6ne 
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CD4 humain, dans des thymocytes matures de souris alors qu'il n'est 
pas exprlme dans des doubles positifs CD4+ CD8+ immatures ; ce 
resultat est surprenant en ce sens qu'il implique I'existence d'un 
element de regulation^ supplementaire non encore connu et qui 
5 permettrait I'expression du g§he CD4 au stade immature ; cet element 
qui agirait en « cis » serait absent de la construction puisqu'aucun 
element de regulation de la souris qui pourrait agir en trans n'est 
efficace pour une telle expression dans les cellules immatures. 

Un resultat previsible est que I'association a cette combinaison 
10 du silenceur decrit par Sawada et al, 1994 (voir supra) constitue une 
cassette d'expression d'un gene heterologue exclusivement dans les 
cellules T auxiliaires SP GD4+ CD8-. 

La presente invention porte sur un systeme d'expression d'une 
proteine ou d'un gene heterologue comprenant un vecteur 
15 reppmbinant, utilisable pour la transduction des cellules de la lignee 
herpatopoietique, notarnment les cellules souches du sang' ou de la 
moejie, df telle fagon que la cellule ainsi trahduite 
proteine ou le gene heterologue portee par le vecteu^^^ 
cellules T matures apres |a selection du repertoire, et'ce e Vexdusion 
20 0'une expression dans des cellules T immatures notamment les 
cellules CD4- CDS- et CP4+ CD8+ ; ledit vecteur du systeme 
d'expression est pourvu de toutes les sequences nScessaires ^ son 
expression et il est caracterise en ce qu'il contient au moins un 
ampliflcateur d'un gene CD4 issu de la meme espece ou d'uhe espdce 
25 differente. 

Le vecteur du systeme d'expression peut contenir egal^ment, 
combine d I'amplificateur, un promoteur constitue de iune des 
sequences suivantes : 

- le promoteur du gene GD4 humain tel que repr§sente dans la figure 
30 6, ou 
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. - la sequence comprise entre les nucleotides -496 et +16 dans la 

numeratation de P. SALMON (1993 supra) (figure 6), ou, 
^: - la sequence comprise entre les nucleotides -165 et +16 (P. SALMON, 
1993 supra) (figure 6) ou, 

- toute sequence ddriyee de I'une des sequences precedentes par 
addition, deletion ou substitution de nucleotides sans modification 
substantielle de I'expression de la proteine heterologue sous le 
controle de ce promoteur. 

Un exemple particulier d'amplificateur performant dans le cadre 
de cette invention est celui du C 04 mijrin et constitue de 339 ou tout 
ou partie des 339 paires de bases et decrit dans Sawada et al (1991) 
cite plus haut, cet amplificateur pouvant dtre present soit sous forme 
« d'une sequence simple spit sous forme d'un sequence repetee de deux 
a cinq fois et dont la sequence est ia suivante : 

TGTTGGGGTT CAAATTTGAG CCCGAGCTGt TAGCCCTCTG 
CAMGAAAAA AAAAAAAAAA AAAGAACAAA - G^CBCCtAGAT 
TTCCCTtCTG AGGGCCACCC TAAGATGAAG CCtCTTCTTT 
CAAGGGAGTG GGGTTGGGGT GGAGGCGGAT CCTGTCAGCT 
TTGCTCTCTC TGTGGCTGGC AGTTTCTCCA AAGGGTAACA 
GGTGTCAGCT GGCTGAGCCT AGGCTGAACC CTGAGACATG 
CTACCTCTGT CTTGTCATGG GTGGAGGCAG GGTTTGTAAG 
TGAGAGAAAG TAGGTGAGGG GGTGTGGAAA AAAGAGAGGG 
AqGGTGGAGG TAGATTGGT 

: L'amplificateur du GD4 humain. decrit par M.D: Blum et al (cite 
plus haut) entre dans le champs de I'invention, qu'il soit utilise seul ou 
en combinaison avec le.promoteur du GD4. 

Par le terme amplificateur d'un g^ne GD4, on ehtend non 
seulement les sequences decrites par Sawada et al ou par Blum et al, 
mais egalement d'autres sequences derivees d'autres espedes de 
mammiferes et pr§sentant un degre d'homologie sufTisant avec les 
sequences cl-dessus comprenant notamment. par exemple, les 
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sequences specifiques de proteines nucleaires CD4-1 , 004-2 et CD4-3 
decrits dans Sawada et al, (1991). 

L'implication de cette propriete particuliere - non expression 
dans les cellules T immatures. expression dans les cellules T matures - 
5 fait apparaitre les avantages de la construction de rinventlon pour son 
incorporation dans des medicaments utilisables en therapie genique 
dans toutes les indications ou I'expression de transgdne dans les 
cellules T pourrait etre un moyen pour traiter ou prevenir certaines 
pathologies ou dysfonctionnements notamment les infections virales, 
10 notamment par le VIH, des pathologies de I'expression de certains 
genes dans des lymphocytes T par exemple le deficit en adenosine 
desaminase ou plus g^neralement les deficits immunitaires, primitifs ou 
secondaires, les pathologies auto-immunes ou les greffes. Cependant 
le therapeute se heurte, a une difficult^ qui est la suivante : si les 
15: lymphps^es l": matures sont pris cornm6 cib^^ 

T ^ 9!^'!9^ realiserkUrtUi^nsferti^^ j 

matures exjdyo et ces derniers doivent §tre au prealat) je mis en culture 
pour effectuer ce transfert par les vecteurs appro'pri^s ; apres 
reinjectlon leur demi-vie est relativemeht cburte ; au contraire si on 

20 choisit comme strategie de cibler les cellules souches 
hematoppTetique^ qui donnent Cnaissance apres differentiation aux 
lymphocytes T on se heurte alors a idelix prbbldm^s di le 
premier est celui de ('expression duCgehe^ d^ihterdt dansr 
spuph^f ;gui<n>st pas toufours sQuhaitable^^ celui de 

25 |a perturbation possible induite: par ^expression du gferie h^terologu^ 
dans les cellules immatures sur la selection du repenbire dans le 

thymus; ■ - ■ :• --V 

La. construction de I'invention permet de surmbnter ce double 
inconvenient, par un transfert aux cellules souches herfiatopbietiques 
30 d'un gene h6t6rologue qui ne sera exprime que posterieurenient a la 
selection du repertoire. 
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Le transfer! de g6nes dans ies cellules hematopoi§tiques a 
comme il a Ste dit plus haut et6 envisage pour I'expression d'une 
proteine d'lnter§t de type adenosine desaminase dans Ies lymphocytes 
r T matures pour lesquels le traitement actuel est la transduction de 
5 V. lymphocytes T en culture preleves par leucopherese, par un vecteur 
4 retroviral recombinant (pour une synthase de ces essals voir Anderson 
W. F. Human Gene Therapy, Science ( 1 992), 256 : 803-81 4). 

Un autre type d'application du transfert de genes dans Ies 
cellules hematopoi6tiques est represente par Ies infections virales 
graves (SIDA) ou la prevention de la stimulation immunit^ire de type 
•rmaladies autp-immunes ou GVHD (graft versus host disease). 
- 1' L'approche consiste a pieger Ies lymphocytes T en y ihcorporant un 
#, transgene constitu§ d'un gene suicide, par exempie la thymidine kinase 
jfede HSV1 (HSV1-tK) ou un Equivalent fonctionnel de ce gene dont le 
prpduife d!expression peut^ metabblisfer in ^situ ' tine ' • iiibstance 
phannaceutiquement ? inactive^ 6hi'''un derive"" t^xi(^ije' 'pty^'^^^i^ 
specifiquement la destruction de ces cellules, et donf uh exempie dans 
le Cas de msV1-TK iest lie ganciclovir: 

L'obtention de vecteurs d'expressioh ayaht Ies qualites 
d'expression specifiques des vecteurs de 1' invention permet de 
surmonter Ies incbnvenients cites pllis haut des transferts dans Ies 
cellules sduches bu dans Ies cellules matures. 

lies vecteurs utilisables pour tin transfert de ge^^^^ Ies 
cellules souch^s heni^tof^bietiiques (GSH)' it susb^ptibleis dMndbrporer 
Ies Elements de regulation de I'invention permettant I'expression 
spEcifique du gene etranger exclusivement dans Ies cellules matures, 
peuvent §tre choisis parmi tous Ies vecteurs appropriEs E la 
transfection de ces CSH. II s'agit essentiellement des vecteurs viraux, 
de type ad'novlrus ou adeno associated virus (AAV), des vecteurs 
retroviraux ou encore des systdmes non biologiques de dElivrance in 
vivo d'acide nucleique. Une synthese des caracteristiques essentielles 
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de ces differents types de vecteurs pourra etre tfouvee dans : 
« Theraple genique, Edition John Libbey, ( 1 993) pages 3 a 33 ». 

Pes vecteurs r6troviraux particuliers ont ete decrits pour pieger 
les cellules T soit S regard d'Infection par les retrovirus, sbit pour 
5 induire une tolerance du GVHD, et decrits dans les deimandes de 
brevets n'* W093/08843, WO93/08844, W093/13824 et la demande de 
brevet frangais n' 9401994; dont les contenus sont incorpores par 
reference a la presente demande. 

Dans le systeme d'expression de Pinventlon, dont le vecteur 
10 d'expression contient une cassette constitute du prbmoteur ou de la 
combinaison amplificateur/promoteur decrite i plus haut, la prbteine 
h§t6rologue susceptible d'etre exprimee dans les lymphocytes T 
matures peut §tre choisie comme une proteine presentant une toxiclte 
conditipnnee.p^r^ la preserice d'une sub 
15 ppyyan^^ la thymidine^fkinase&de WSiVI-TK ou 

un^ protein? deriv^e de celle-ci a partir.du moment ou elle conserve la 
caracteristique fonctionnelle, et un analogue de nucleosides tel 
raciclovir ou le ganciclovir susceptibly d'etre incorpore dans I'ADN en 
divisions apres phosphorylation par la thymidine kinase et d'entrainer 
20 la mort du lymphocyte T mature. 

Pes exemples de constructions, pernjettgnt laYmlse e^^ de 
cette approche « gerie suicide >>- dans; |es;^% 1^> GD4+ par 

tran^f|g||pn ^utj^gene HSyi^K et ^tr-gt^ ont et§ 

clarif lyi; , ft Klat2a7ianii, -Nalki Acad^ ; Sciences 

25 ; ;(l992)M;'-^82r;186)... , 
La presente invention est egalem^^ 
lignee . hemiatopoTetique: notamment . des G^H transfectees> par un 
vecteur d'expression ponstitue au moins d^une: sequence Codanf pour 
une proteine het6fqlogUei d'un promoteur et d'une sequence de 
30 polyadenylatlon, caracterisds en ce que ledit vecteur contient au moins 
une sequence amplificatrice d'un g§ne CD4 de mamrrilfere de meme 
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espece ou d'esp§ce differente. le cas echeant en combinaison avec un 
promoteur du gene CD4, ia proteine heterologue etant exprimee 
tprincipalement dans les lymphocytes T matures issus de la selection 
tdu repertoire. 

■w De fa^on preferee le promoteur est constitue de I'une des 
sequences decrites plus haut constitu6 ou derive du promoteur du 
gene CD4 humain tel que represents dans la ffgure 6. 

Le promoteur peut egalement §tre un promoteur de cytokine ou 
d'un recepteur de cytokine comme celui de I'interleukine -2. 

Dans les systemes d'expression de I'invention, le vecteur 
d'expression contient. en amont ou en aval de la sequence a exprimer 
iun amplificateur du CD4 murin, constitue de la sequence de 339paires 
cde bases decrites dans Sawada et al (1991). Un mode de realisation 
#st d'inclure entre 1 et 5 copies de cet amplificateur ou d'un 
arnpjif jcateur derive tetque defini plus haut et de preference 3 copies. 

viALes cellules transfectees par Un Vecteur recbmbihirif exphmant 
une proteine qui presente unie toxicite conditionnelle pour les cellules T 
matures font egalement partie de I'invention ; nofaniment les cellules 
transfectSes par un vecteur portent la thymidine kinase de HSV1-TK ou 
une proteine derivee de celle-ci fait pafrtle de I'invention. Le gene de la 
thymidine kinase peut §tre alors sous la dependence d'un promoteur 
tel que decrit ci-dessus ou d'un promoteur specifique, hotarfiment le 
promoteur de I'interleukine -2, de toute fagon combine avec un 
amplificateur tel que decrit cl^Jessus: II doit etre rappele ibi que pour 
les lymphocytes T. l'activation est associee a la division cellulaire ; 
puisque le ganciclovir n'est toxique que pour les cellules en division et 
exprimant HSV1-TK, il n'est done pas necessaire d'avoir uh controle 
extremement strict de I'expression du gene HSV1-TK au cbur-s de 
I'actiyation cellulaire: Une expression restreinte aux lymphocytes T 
matures est suffisante ; en effet, m*me si un lymphocyte T mature 
quiescent exprime de fagon constitutive la proteine HSV1-TK, m§me en 
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presence de ganciclovir, ce lymphocyte ne sera pas detmit. Au 
contraire des que la cellule sera activee et se divisera, le ganciclovir 
triphosphate sera deja present dans la cellule et permettra d'eiiminer 
celle-ci imm§diatement. 
5 La strat§gie therapeutique consistent a realiser une greffe de 

moelle osseuse avec des cellules contenant un transgen^ HSV1-TK 
sous le contrdle des sequences r§gulatrices de I'invention presentera 
alors la security requise de ne pas etre exprimee pendant I'ensemble 
du processus de diff^renciation des lymphocytes T, et done de ne pas 
10 perturber la selection du repertoire, et de ne pas rjsqijeir de tuer des 
cellules en divisions permanentes que sont les thymocytes prematures. 
Enfin, et c'est le but recherche, le gene TK serait exprime en ^ 
permanence par tous les lymphocytes T. Dans le cas de la reinjection 
Chez un patient de cellules; souches de moelle osseuse, transduites 
avec T"K. s'il apparaTt june; reaction du-greffon contre^ Itidte • qui? imfalique 
ractiyatipn de certains lymphocytes- T da greffdn recOhnaissant des 
antigenes d'histocpmpatibillte du receveur, le systeme TK doit 
permettre I'eliminatlon de ces lymphocytes gr^ce au traitement par le 
ganciclovir ou r acicloyir. 

La presente invention porte egalement sur Tutilisation de 
sequences r§gulatrices specifiques du gene du CD4, notamment 
ramplificateur, ou la combinaison de ramplificateur et d'un promoteur 
tels que decrits plus haut, dans la fabrication d'un itiedicament 
utilisable en th6rapie genique pour detnJire specifiquemeht les 
lymphocytes T actives, ces 6l§ments de regulation etant integres dans 
un systeme d'expression susceptible de transformer les cellules du 
systeme hematopoietique ; une telle utilisation permet d'envisager une 
expression specifique du transgene incorpore dans le vectetir au 
niveau des cellules T matures CD4+ CDS- et 004- CD8+, cette 
expression etant totalement reprim§e pendant I'ensemble du processus 
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) 



de differenciation jusque et y compris la selection du repertoire dans le 
thymus. 

Nous avons rappele plus haut que Sawada et al dans Cell 
(1991) ont mis en evidence I'existence d'un silenceur transcriptionnel 
sp§cifique du gene CD4 et qui est localise dans le premier intron du 
g6ne. La combinaison du silenceur ainsi caracterisee avec les 
sequences r6gulatrices de I'invention. qu'elles solent amplificateur seul 
ou amplificateur combine S un promoteur, amplificateur et promoteur 
gardant les definitions ci-dessus. font partie de I'invention ainsi que 
ieur utilisation dans la fabrication d'un medicament utilisable en 
th6rapie genique pour transformer les cellules sbuches du systeme 
hematopoietique. Une telle combinaison d'elements de regulation dans 
un vecteur d'expression d'une proteine heterologue perniet d'envisager 
rexpression de cette proteine heterologue exclusivement dans les 
lymphocytes T matures CD4+ CD8- a I'exclusion des lymphocytes T 
immatures et des lymphocytes T cytot0xiquesCD8+: 

L'utilisation d'un systeme d'expression cbmprenant les vecteurs 
munis des sequences regulatrices de I'invention est particuli6rement 
recommandee dans la fabrication d'un medicament de therapie 
genique pour prevenir ou traiter les rejets de greffes. les reactions de 
du greffon centre I'h6te, ou bien encore pour soigner les maladies 
auto-immunes : elle est 6galement envisageable pour preparer un 
medicament .utilisable pour pr6venir et traiter les Infections par des 
virus, et notamment par le VIH. L'utilisation de la construction 
comprenant en outre un silenceur peut permettre de preparer des 
medicaments pour |a therapie genique. 

En effet. les donnees dispohibles a ce jour larssaient penser que 
la combinaison amplificateur/promoteur/silenceur du g^ne CD4 devrait 
etre suffisante pour obtenir une expression dans toutes les cellules 
CD4+ (y compris DP) Or. comme d6crit dans cette invention, il apparaTt 
que la combinaison amplificateur/promoteur a clairement un caractere 
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innovant puisqu'elle entraine une expression restreinte aux cellules T 
matures ; I'absence du sllenceur n'intervient que dans I'expression 
dans les cellules CD8+ mals n'est pas liee au stade de developpement. 
Les exemples ci-apres permettrons d'illustrer les 
5 caracterjstlques inattendues de la combinaison d'elements regulateurs 
de {'invention et les propri6tes qu'elle confers aux cellules dans 
lesquelies its ont Std integres. 

L'homme du metier saura tres facilement, a partir de la 
constatation decrite ici, adapter ensuite la construction qui devra §tre 
10 mise en oeuvre pour une prophylaxie ou une therapeutique particuliere 
qu'il voudrait mettre en oeuvre et necessitant une expression 
specifique dans les cellules T matures CD4+ CDS- et CD4- €08+, ou 
uniquement dans les cellules T matures CD4+ CDS-. 

Dans les exemples qui suivent les figures ont les legendes 

La figure i 1A .represente , la cassette pCD4 cohstituee du 
promoteur du hGD4, de 1 1 00 paires: de bases, du cDNA du CD4 
humain utilise ici comme « reporter » et de la sequerice de 
polyadenylation du virus SV40. 
20 La figure 1B represente |a cassette EpCD4 constituee de memes 

elements qup pCD4. poyryus en amont de 3 copies de la sequence de 
339 paires de basef de ramplificateur du GD4 de souris. 

, .."S^aps ^ef Jgures iA et ip, ; les,;lettres ihdiqueht les sites de 
. . r^si^riotio^ avec lea signifjgations suiyantes : nK' t: s^:^ i 5> : ' 
25 ^7 fliJldS.; S - S|Dh1 . P - J>st1, X = Xbal . B =jBamH1 . E = Ecd R1 . 

La figure 2 represente J^expression du gene reporter hCD4 a la 
SMrface des.x:ejjul^s^^^ ia rate de souris'tfansgeniques. 

respectivement le? ■ cellules SP CD4+, SP G08'«-. ;%rtijDhbcytei y5, 
lymphocytes B, macrophages et NK. 
30 La figure 3 represente I'analyse de I'expression du gene reporter hCD4 
dans les thymocytes de souris transgeniques par triple immuno- 
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marquage et cytometrie de flux. (A) represente la distribution des sous- 
populations de thymocytes definies par I'expression de mCD4 et 
, 5; mCD8. Les nombres dans chaque cadran representent le pourcentage 
: de chaque sous-population dans le thymus. (B) represente I'expression 
5.. de hCD4 dans les cellules DN (CD4- CD8-) ; DP (CD4+ CD8+) ; SP 
. (CD4+ CD8-) et SP (CD4+ CD8+), respectivement. 

Les nombres representent le pourcentage de thymocytes hCD4+ dans 
chaque sous-population pour les deux experiences pr^sentes dans 
cette figure. Chaque resultat a ete reproduit sept (lignee 7) et treize 
10 (lignee 1 0) fois lors d'experiences ind6pendantes. 

La figure 4 represente I'analyse de I'expression de CD3, TCR ap et 
t TCR yS dans les thymocytes DN qui expriment hCD4. Les thymocytes 
V- de souris transgeniques ont 6te marques par un anticorps monoclonal 
a* hCD4 couple. QR, un melange d'anticorps mCD4 et mCDB couples PE 
15 et soit (A) un anticorps TCR aP' ou TCR y5 couple FITC. Le phlnotype 
(A) des thymocytes DN et (B) des thyrhbcytes bN qui ek^rfmeh^ 
ont 6t§ etudies en realisant une fen§tre sur les cellules PE- et QR+PE-, 
respectivement Les resultats presentes dans cette figure sent 
representatifs de cinq (Iign6e 10) et une (lign§e 7) experiences 
20 reproductibles. 

L& figure 5 represente Tanalyse de I'expression de hcb4 et HSa sur 
les thymocytes SP CD4. Les thymocytes SP CD4 ont 4te isbles par tri 
cellulaire, laves, et ont subi un second imnnuno-rTiarquage ibar les 
anticorps mbhoclonaux antl-HSA couples PE et hCD4 couples QR. 
25 L'experience presentee a 6te reJproduite trois (lignee 1 0) et une (lignee 
7) fois lors d'experiisnces independantes. 

La figure 6 represente la sequence du promoteur dii gene codant pour 
le CD4 humain et extraite de P. Salmon et al. (Proc. Nitl. Acad. Sci., 
USA 90 : 7739-7743 (1993)): 

30 



BNSOOCID: <WO 97041 18A1> 



wo 97/04118 



PCT/FR96/01122 



14 

La figure? represente la caracterisation du silenceur du gene 
CD4 humain (Sil) permettant I'expression diff§rentielle d'un transgene 
dans ies lymphocites T CD4+ matures et non dans les 
lymphocytes CD8+ matures. 
5 La figures represente la depletion speclfique par le gancjclovir des 
lymphocytes T CD4+ et CD8+ (figure 8a) en reponse ^ un mitogene 
(ConA) in_vitro et (figure 8b) la depletion in vivo des lymphocytes T 
exprimant un TCR Vp? en reponse a une stimulation par le super- 
antigene SEB. 

10 La figure 9 represente les resultats de I'analyse de souris irradiees qui 
re?oivent une greffe de moelie osseuse accompagnee ou non de 
splenocytes provenant, soit de souris transgeniques, soit de souris 
normales. Les animaux controles qui ne sont pas greffes (GMO-) 
meurent des consequences de rirradiation. Les animaux qui sont 
15 greff#s avec yne moelie osseuse seule sans splenocytes (GMO+) sont 
sauv6s par la greffe de moelle osseuse. et il n'y a pas de; GVH, cpmme 
cela est c|assique chez la souris. Les animaux recevant une greffe de 
moelle osseuse et des splenocytes allogeriiques provenant, soit de 
souris transgeniques trait^es avec le PBS (GVH/PBS). soit de souris 
20 non transgeniques traitees avec le ganciclovir (GVH/GCy NTG) 
meurent egalement rapidement et presentent tous jes signes cllniques 
et hiftplogiques tf une GVH. Seules les souris ayant regu de la: moelle 
f I fPlj^hpcytes de souris transgeniques .^t traitees par le 
ganciclpvir (GVH/GCV) survivent egalement a la gre^^^ de moelle. sans 
25 signe histologique ni clinique de GVH. 

La figure 10 represente la caracterisation des sequences minimales 
pennettant Texpression d'un transgene a partir des sequences 
regulatrices du gene CD4 humain. 

La figure 1 1 represente I'expression du g§ne rapporteur apres 
30 transfection des differentes constructions g6n§tiques de la ligene 4 
dans les cellules Jurkat. 
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Exemple 1 : Expression d'un mini-gdne CD4 humain dans les 
cellules T matures de souris transgdniques : 

Deux plasmides ont ete cohstrults : 

- ie plasmlde pCD4 portant una sequence de 1100 paires de bases 
5 correspondant au promoteur CD4 humain. avec en aval Ie cDNA du 
;v CD4 humain et une sequence de polyadehylation du SV40 (Figure 1 A), 

- Ie plasmide EpCD4 qui est la meme construction comportant en outre 
trois repetitions de ramplificateur CD4 murin de 339 paires de bases 
decrit dans Sawada (1991) (figure I B). 

10 Le cDNA du 004 appartient a ces constructions a titre de gene 
> reporter c'est-a-dire dont on regards I'expresslon ou la non expression 
dans Ie systeme de souris transgenique, I'expression etant facile a 
- detecter par les techniques de cytometrie de flux utilisees. 
* 1-Materieisetm6thodes 

15 i Gonstnjctibh deis trahsQilnes ■'■ ' 

Pour- coristruire pGD4 repres^^^^ fj-^^^l^^^ Pgj^ 

promoteur humain CD4 (hCD4) ddci^it par P. Salmon et al, (1993), et 
comprenant les nucleotides -1076 a +20. a ete ligature au fragment 
cDNA EcoRI-BamHl de 1 .8 kb et codant pour la prot6ine CD4 humaine 
20 ; cette proteine a ete caracterisee par Maddon P.J. et al dans Cell 42 : 
93:104 (1985). La sequence de polyadenylation (Drbvient d'un fragment 
BamH1-B^I2 de 0,8 kb du virus SV40. 

Dans la construction du plasmide Eji>GD4 (figure tB) oh a ajout6 
a la construGtion^GD4 un fragn^^nt amplifii par PGR de I'ampiificateur 
25 CD4 murin directement en amont du promoteur hCb4 de la 
constnjction precedente. Brieveineht. I'ADN genomique murin a ete 
soumis a une amplification par PGR en utilisaht des amorces 
complementaires des sequences limitrophes de la sequence mihimale 
de 339 paires de bases de Tamplificat^ur dej^ d6crit plus haut et 
30 contenant des sites de restriction additionnels Sphi . L s produits PGR 
ont ete clones dans Ie plasmide pGD4. et les sequences des inserts 
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ont ete verifiees. Un clone contenant 3 copies de ramplificateur murin a 
ete retenu pour constuire les souris transgeniques; 
1 b- Generation et criblaoe des souris transoeniaues 
Des fragments Hind3-EcoRI de DNA ont ete generes a partir des 
5 plasmides pCD4 et EpDC4, et separes par electrophorese en gel 
d'agarose. Les transgenes ont ensuite ete elues en utilisant le systeme 
d'§lution Biotrap (Schleicher et Schuell, Dassel, Germany) et ajustes a 
une concentration de 5 ng par pi dans 10 mM Tris-HCI, pH 7.4, EDTA 
0.1 mM. 

10 Les souris transgenlques porteuses des plasmides pCb4 et 

EpCD4 ont ete obtenues et caracteris§es comme decrits dans Hogan B 
et al (1986) dans Manipulating the Mouse Embryo, a Laboratory 
Manual ; Cold Spring Harbour Laboratory Press. Gold Spring Harbour, 
New York. Les transgenes ont ete microinjectes dans les pronuclei des 

15 zygotes en F2 obtenus d'un croisement de deux : [C57 Bl/S I3BA/2] Ft. 
Les animaux transg^niques ont ^te detectes par hybridation du DNA 
prepare a partir de biopsies de queue, avec une sonde specifique 
radiomarquee du CD4 humain qui est le fragment d^ 1,8 kb EcoRI- 
BamHI du 004 humain et decrit dans I'article de Maddon P. et al. 

20 (1985), 

1 c- Anticorps utilises 

Les anticorps monoclonaux directement marques suiyants ont ete 
. uWlisiM JjBS sigle? ; a^^ FITC = 

|?pthipcyanate de fluoresp^ine, P^ : phycoerythrjne ; QR : quantum red 
25 ; SA : str^ptavidine; APC : allophycocyanine; PerGP : peridinine 

chrorophylle proteine; m : murin; h : humain. 

Liste des anticorps : 

anti-mCD4 (lgG2b de rat marquee PE ou APC, clone YTS 191.1)i 
anti-mCD8 (lgG2b de rat marquee FITC ou PE, cl6ne YTS 169.4), 
30 anti-mCP3 (IgG de hamster marquee FITC, clone .500-A2), 
anti-mB220 (lgG2a de rat marquee FITC, clone RA3-6B2), 
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anti-mTCRap (IgG de hamster marquee FITC. clone H57-597) et 
anti-mMAC1 , (lgG2b de rat marquee FITC, clone M1 -70. 1 5). 
provenant de Caltag Laboratories (San Franscisco, CA); 
anti-mTCRy6, (IgG de hamster marquee PE. clone GL3), 
anti-mNK, (lgG2a de souris marquee PE, cidnes PK 136 et 5E6), 
anti-mHSA, (lgG2b de rat marquee PE, clone M1/69) 
provenant de PharMingen (San Diego. CA); 
anti^hCD4 (lgG1 de souris marquee QR, cl6ne Q41 20) 
et un contrdle n§gatif (lgG1 de souris marquee QR. MPOC-21) 

provenant de Sigma Immunochemicals (St Louis, MO) 

id- Preparation^ des cellu les et analyse en cvtometrie de flux 

routes les analyses ont ete realisees sur des souris de 8 a 20 

semaines. Le thymus; la rate et les ganglions lymphatiques sont 

dilaceres dans du DMEM (Dulbecco's modified Eagid medium) 

provenant de Life Technologies Inc. (Gaithersburg, l^fifr^stispendus 

a^la ^pipettevi centi^lfups^Ca ito^^^ p^.^ 

resuspendcis dans un tampon de marquage compose de PBS 
contenant 2% de serum de veau foetal et 0.02 % d'azide de sodium. La 
suspension de cellules spienlques a 6t6 melangee a deux volumes de 
chlorure d^ammdnium a 0.8% pour lyser les erythrocytes, puis 
centrifug6e immSdiatement et resuspendue dans tampon de 
marquage. Apr6s domptage. toutes les cellules en Suspensibri sont 
. ajustees^^ une conceritratibn finalel de id^ 20 Slb^ c^liui^s/ml. Pour 
les -analyses des cellules Bet des m^phi^^ une i^hbehtration 
finale de 2% de s6rum autolpgue a et§ ajout4e au tampon de colbratioh 
avant I'addition des anticorps monoclonaux. Les marquages ont ete 
realises en incubant 1 a 2x10« cellules avec les anticorps monoclonaux 
pendant 30 minutes a 4'C ; Apr6s un lavage final, les cellules ont 6te 
fixees dans 0.5 a 1 ml de 1% de paraformaldehyde dans du PBS. 10 a 
40 000 cellules ont ainsi ete analys§es en cytometrle de flux 
(FACScan, Becton Dickinson, San Jose, CA). 



wo 97/04118 



PCT/FR96/01122 



18 

Des thymocytes SP CD4+ CDS- purifies ont ete obtenus apres 
double marquage coloration d'une suspension cellulaire thymique 
totale avec des anticorps anti-mCD4 marques a I'APC et des anticorps 
mCD8 marques RE, pendant 1 heure dans la glace, puis laves et flltres 
5 a travers un filtre cellulaire en nylon de type Falcon 2350 (Becton 
Dickinson. Franklin Lakes, NJ). Les cellules APC+ et PE- sont triees 
avec un FACStarPlus (Becton Dickinson) dans du tampon PBS avec 
0,02% d'azide de sodium. 

Lorsque 10® cellules SP CD4+ CDS- ont ete obtenues par tri 
10 cellulaire, elles sont lavees et resuspendues dans 250 pi de tampon de 
marquage, et separees en deux tubes et soumises a un marquage 
avec des anticorps anti-HSA marques a la PE, et soit des anti-hCD4 
marques QR ou des anticorps isotypiques controles. Les cellules ont 
§t§ analysees sur un FACScan et analyses comme decrit cirdessus 

15 2-R6sultatS ..^ 

2-1 Une expression detectable du oerie reporter eonstltu6 du- cDNA du 
CD4 in vivo necessite la presence de I'amplificateur en sus du 
promoteur du CD4 . 

Le tableau 1 ci-dessous resume le pourcentage des cellules exprimant 
20 le gene reporter hCD4 au niveau du thymus, de la rate, des ganglions 
lymphatiques et des CMNSP (cellules mpnpnucl^es du sang 
periph6riqye). la presence du Cp4 a §te analyse© par cytometrie de 
flux comme decrit cl-dessus. Las chiffres en^^ indiquent 
le npmbre d'animaux testes : et les r^sultats indiquent da moyenne 
25 obtenue entre les diff#rents animaux testes plus ou rnoins I'ecart type. 
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TABLEAU 1 



Construction 


Thymus 


Rate 


Ganglions 
Lymphatiques 


CMNSP 


pCD4 (7 Iign6es) 
EpCD4 


<1 

8+3.0(10) 


<1 

30+6.1 (10) 


N.D. 
75+13.4 (6) 


<1 

58+14.0 (6) 



Sept lignees transgeniques ont ete obtenues portant 1 ^ 40 copies du 
piasmide pCD4. ne comportant done pas i'amplificateur ; aucune 
cellule hCD4 positive n'a pu etre detectee dans ces conditions: 

^^ Pour la construction EpCD4, quatre lignees ont ete obtenues avec 5 a 
20 copies de la construction qui exprimerit toutes le transgene hCD4. 

I^®"^ ®" ('"9"^® 7 et lignee 10). Les r^sultats du 

7^^^^^^^ ^es resultats 

slhiiljaii-e^ ohi'i^^^^^^ ^ 

LTes cellules de lja rate, cl4s gangTions lympKatlques et des CMNSP sont 
des cellules matures obtenues apr6s la selection du repertoire ce qui 
explique le pourcentage nettemerit plus important des cellules 
exprimant le CD4 dans ces cellules que celui obtenu dans le thymus, 
in conclusion, il apparatt que la presence de ramplificateur du gene 
CD4 est hecessaire et suffisante poiir obtenir rexpre^sibn du g§ne 
reporter. 

212- Mkpr6sst6h du transoehe F|^r D4 dans les oroahes Ivmp hnTHoe 
perioheriaues ' • ' ' •- ^■■■■■v-.s'-;.-;!;; ^ft-.- . 

Les lignees- transgdniques 10 et-7 de EpCD4 bhf ete arialy^ies pour 
connaltre les types cellulaires qui expriment le transgene. Ainsi, nous 
avbns realise des analyses en cytom§trle de flux apres double ou triple 
mafquages'sur des splenpcytes en utilisant des anticorps monoclonaux 
contre le CD4 humain en combinaison avec d s anticorps 
monoclonaux reconnaissant differents types cellulaires 
h6matbpoietiques. 
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Comme le montre ia figure 2, 1'expression de hCD4 est restreinte 
aux lymphocytes T et aux cellules NK. L'expression de hCD4 a ete 
detectee dans toutes les cellules T au meme niveau, que ces demieres 
expriment CD4 ou CD8. L'expression est comparable dans les cellules 
5 lymphocytes exprimant un recepteur y5. Aucune expression n'a pu etre 
detectee ni dans les monocytes ni dans les lymphocytes B des souris 
analysees (figure 2D-E). 

La majorite des cellules NK, definies comme etant reconnues 
tant par les anticorps monodonaux PK1 36 que 5E6, ont egalement 6t§ 
10 trouvees comme exprimant le hCD4 en proportion variable (figure 2F). 
L'ensemble de ces resultats indique que l'expression du transgene 
EpCD4 dans les cellules peripheriques est restreinte aux cellules T et 
aux cellules NK. 

Les resultats de cette figure ont ete reproduits trois a dou 

15 lors d'experiences ind§pendantes. Lor? de ranalyse des qe^ NHC, 
deux anticorps monodonaux differents ont ete utilise (PK13i6 et,5E6) 
revelant une proportion de cellules hCD4+ allant de 74 a 100%. Ces 
frequences sont toujours legerement plus elevees dans les cellules 
5E6+ que dans les cellules PK1 36+. 

20 Les r§sultats obtenus pour les lymphocytes SP CD4+ et SP 

CD8+ ont 6te reprodujts pour les ganglions lymphatiques et les cellules 
mononucl4e^ du sang periph§rique 

Ces resultats ont et6 oWenus dans; Ja lignee 10, ^t des resultats 
cbmparables ont dt^ obtenu 

25 3- Exoression du transgene EdCD4 dans les thvmocvtes . 

Dans la figure 3 qui represente Tanaly^e de l'expression du,g6ne 
reporter hCD4, la frequence moyenne de thymocytes hCP4+ trouvee 
dans les DN, DP, SP CD4 et SP CDS spnt (moyenne plus ou moins 
ecart-type) : 21% plus ou moins 6,7%, inf§rieur a 1%. 62% plus ou 

30 moins 8,4% et 67% plus ou moins 18,1% pour la lignee 10 (n=13), et 
13% plus ou moins 6,0%, inf§rieur a 1%, 41% plus ou moins 12,9% et 
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68% plus ou moins 13.0% pour la lignee 7 (n=7). Le hCD4 est 
indetectable dans les thymocytes DP alors qu'une fraction tres 
significative des SP exprime le transgene. 

L'expression du hCD4 a ete detectee dans une fraction 
minoritaire des thymocytes DN (10 ^ 25% en moyenne). Bien que ces 
cellules DN et hCD4+ representent moins de 1% des thymocytes 
totaux, il etait important de verifier leur phenotype pour savoir s'il s'agit 
de precurseurs thymiques precoces DN ou des cellules T matures DN 
(exprimaht alors un TCR/CD3). Pour cela il a ete realise un triple 
marquage avec : 

^. - un melange d'anticorps anti-CD4 et anti-CD8 marques PE, 

^. - un anticorps anti-hCD4 marque QR, 

- un anticorps soit anti-CD3, soit antl-TCR otp, soit anti-TCR y5, 
. marques FITC. 

Gomnie le montre la figure 4Mes thym6cjrtes d6^^^ 
hGD4+ sont tous constitues de cellules exprimant iljh r^eepteur 
CD3/TGR- parmi ces cellules 3/4 expriment le TCR dp albrs que 1/4 
expriment le TCR y5. Cela Signifie done que le transgene EpCD4 est 
exprime non pas dans des thymocytes immatures DN mais dans des 
thymocytes matures DN qui expriment un recepteur pour I'antigene. 

Au contraire le transgene EpCD4 a §te trouve etre exprim6 dans 
une fraction tres importahte dies thyiriScytes SP 'qu^lqu6 leur 
ph§riotype GD4+ ou CD8+ (figurev3). - ' 

Ces rdsultats sdnt tres surprenarits et ne p6u^aieh? §tr6 p^^ 
d'apr^s le^ dbnnSes disponibles ce jour/ ^ " : - ' ' 

II ressort de ce qui precede que le minirgerle' CD4 est eicprime 
dans toutes les cellules T peripheriques et seulemiehi sur uhe fraction 
des thymocytes SP ; Id qLifestibh se pose done Be ^avbir si cette 
expression dans les SP est cbrrelee au etapes %e diff^renclatibn des 
thymocytes SP. - 



wo 97/04118 



PCT/FR96/01122 



Pour repondre a cette question des thymocytes SP CD4+ CD8- 
ont ete analyses quant a I'expression de HSA et hCD4 a leur surface. 
Ceci est represents dans la figure 5 et Indique clairement que seuls les 
thymocytes ies plus matures (HSA-) exprlment hCD4 alors que leurs 
5 precurseurs HSA+ ne {'exprlment pas et qu'H existe done une filiation 
hCD4- HSA+ vers hCD4+ HSA- dans les SP CD4+. 

Ces rSsultats montrent que {'expression du transgene EpCD4 est 
directement li§e d I'etape de maturation des cellules T quelle que soit 
la lignee CD4+ ou CD8+ : elle apparalt sur les thymocytes SP les plus 
10 matures puis se maintient en pSripherie. 

Au total, cette combihaison de sequences regulatrices 
(promoteur+amplificateur) permet de controler {'expression d'un gene 
reporter dans les seu{es ceHules T matures et une proportion variable 
de cellules NK. II s'agit d'une observation qui n'etait pas previsible. car 

15 les donnees disponibies^v j fce jour suggeraient que {a 

combinaison de ces elements devait gouverner {'expression d'un gene 
reporter des le stade DP. I{s impiiqijent I'existence d'un Element 
regu{ateur additionnei npn encore identifie permettant d'obtenir 
{'expression dans les DP et qui pourrait etre present dans ie premier 

20 intron du gene CD4. 

Exemole 2 : Expression d 'un mini-gene HSV1-TK dans ies 
ceiluies T matures de spurts transgeniques : 
Un P{asmide EpTK a ete (^qstruit ; i{ est , compost cjes meme 
e{ements regulateurs que EpCD4 preoeidemment^ 3 copies 

25 de I'activateur (enhancer) murin, ie promoteur CP4 .humain proT4 et le 
signai Po{yA (de SV40. I( differe de EpCD4 en ce que ie cDNA de hCD4 
a ete remp{ac6 par un fragment de 1,3 kb contenant {'ADN codant pour 
HSV1-TK. Pes souris transgeniques bnt ete rSa|i?ees pour detruire 
sp6cifiquement grace a un traitement par le ganciclovir Jes lymphocytes 

30 T matures CD4+ et CD8+ en division (actives). Cette destruction 
touche egaiement {es DN CD3+, {es {ymphocytes y5. et une proportion 
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de cellules NK. En revanche, cette destruction ne touche pas les 
precurseurs thymocytaires immatures DP qui representent ia principale 
1 population thymique. Les lymphocytes T provenant de ganglions 
.4lymphatlques des souris transg^niques solent d(§trults in vitro par le 
5 I ganciclovir, lorsqu'lls sbnt cultives en presence d'un mitogene comme 
s la concanavallne A; 

Dans ces souris trahsgeniques, utilisees pour etudier 
I'homeostasle et le taux de renouvellement des lymphocytes T, une 
disparitlon progressive d'une proportion de lyi^phocytes T matures au 
10 cours du temps' soul^ti^ 

Quand ces souris trahsgeniques subisient une deletion 
%rovoquee des lymphocytes repondeurs S un antig^ne dohne, une 
Stol§rance sp^cifique d'antigene lorsque le ganciclovir est administre 
sSdans la p6rlode entourant I'immunisation par I'antig^he est obtenue. 
15 -Dans.ic6srsouris;transgeniquesi>^=6h^dbs6^ 

reaction du gneffon cpntre rhdte; lors^du traitefheht' par'^le ganciclovir. 
• quand cette reaction a ete cr^ee par greffe de moelle dsseuse 
m6langee a des lymphocytes T rnatures provenant de souris: EpTK. Un 
autre r6sultat en est le traltemeht ou la pr§vehtlon de la reaction du 
20 greffon contre I'hdte avec maintien de la reactiph du grbffon centre la 
leucemie (GVL. graft versus leijkemia). 

Dans des souris transgehiques realiseet^^^ 
. : de, type.;.EpirK modifiees en ajdutant: divei's '^^lements; VIgulateurs 
. V pr6cedemmerit r cites'^ p Cb4 **huirtiiin d^^^^^^^ 

25 especes, et en piarticulier le silehceiir du gdhi ' GD^ dans les 
lymphocytes CD8 et diyerses sequences proveharif dia pre^^ 
du g6ne;Ci34, des populations T ou s'exprime HSM^Tk! Ibrsque celles- 
ci sqnt en divisidh/ Mnt;d(§trultes paftle gahcK^^^ 

: Diff6rehtesrconstmctions contishant HSVi^TK etpi^c^es^^^^^^ 
30. contrdle des sequences regulatrices precedemment decrites provenant 
du gene CD4 de differentes especes animates peuvent §ti-e r^aiis§e^ 
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dans |e but de fabriquer des vecteurs d'expression. Ces vecteurs sont 
d'une part des vecteurs non viraux, et d'autre part des vecteurs viraux, 
notamment rdtrorlvaux ou derives d'AAV ou d'adenovirus. Tous ces 
diff§rents vecteurs peuvent §tre utilises pour transduire le gene HSV1- 
5 TK sous contrdle des differentes sequences regulatrices 
precedemment decrites dans, soit les iymphocytes T periphSriques 
cultives ex vivo, soit les cellules de moelle osseuse et notamment les 
cellules souches hematopoTetiques. Un resultat attendu est la 
reproduction de la specificite d'expression obtenue avec les souris 
transgenlques exprimant HSV1-TK sous controle des m§mes 
sequences regulatrices que celles du vecteur, soit apres sa 
transduction dans les lymphocytes T peripheriques ex vivo, soit apres 
sa transduction dans les cellules souches hematopoTetiques. 

Exemole 3 : Construction gdn^tique permettant une 
e^^f^re^fsipn spSciinque d • 
L'addition a la construction, contenant le promdteur et I'enhancer de 
CD4. d'une sequence dite « silencer de CD4 » deja identifi^e, permet 
la realisation d'une construction g^netique doht I'expreission est 
maintenant restreinte excluslvernent aux lymphocytes TGD4+ matures 
Chez les souris transgeniques (figure 7). Les thymocytes doubles 
negatifs, les thymocytes doubles positifs, et lesi lymphocytes TCD8+ 
matures, n'exprlment pas la transgdne. En consequence, ce type de 
con|to\ictiQn, peut etre utilise pour vehicular un transgene de fagon 
exclusive dan? les T CD4t m«atures„ par exemple dans une perspective 
detherapie genique, lorsque ces sequences regulatrices sont incluses 
dens un vecteur retroviral, 

- deletion de clones T specifiaues : 
Les sequences regulatrices promoteurs de CD4 et enhancer de CD4 
prealabjement utillsees chez la souris transgeriique pour une 
expression exclusivement dans les lymphocytes T GD4+ ou CD8+ 
matures, ont ete utilisees pour Texpression d'un gene suicide 
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HSV1 TK. Des souris transgeniques ont ete realisees avec cette 
construction; g^netique. 
rgLa fonctionnalite de la construction genetique est demontree par 
t culture de lymphocytes matures des ganglions de ces souris 
transgeniques eri presence de ganciclovir, apres activation in vitro par 
$un mitogene. Les concentrations de ganciclovir toxiques pour les 
cellules de souris transg§niques sont centfois plus faibles que celles 
necessaires pour tuer des lymphocytes T de souris non transgeniques 
(figure 8a). 

Cette fonctionnalite ayant ete demontree. la demonstration de rutilit6 
de I'expression d'un gene HSV1 TK sous le controle de ces sequences 
^regulatrices pour des applications th6rapeutiques. peut etre analysee, 
tL'id^e generale est de detruire les cellules lorsqu'elles sont activees 
ipar rantigene dans des situations oCi des lymphocytes T sont 
responsables de pathologies. La demonstratidh d^ la faisabilite cJe ce 
precede peut etre realisee en injectant chez les souris tr^hsgdniqties et 
les souris controies un super antigene connu pour activer 
specifiquement les lymphocytes porteurs d'un V37. Dans les souris 
controies. que ce soit dans les populations CD4+ ou CD8+, I'activation 
par le super antigene SEB aboutit a un dqublement du pourcentage 
des cellules Vp7: Au contraire. en presence du traitement par le 
ganciclovir, il n'y a pas de •rnodmration du: n(^bre,.de- ces...C9iiulQ& 
(figure 8b). Ces r§sultats montrent qu'il est possible d'obtenir une 
destru:tipn. specifique de cellules activees par; un ahtig les 
lymphocytes T expriment le gene HSV1 TK sous contrdle de ces 
sequences regulatrices: 

- traitement de la re action du greffon contre rhote : 
La fonctionnalite de ce systeme pour le controle d'uhe; r§actibn du 
greffon contre I'hote a 6t6 test§e. Des souris in-^di^^s sont 
30 reconstituees avec des: cellules de moelle osseuse et des spl^nbc^es 
provenant de souris transgeniques exprimant le gene HSV1-f k sous le 
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contrdle du promoteur de CD4 et des enhancers de CD4. Cette greffe 
de moelle est realisee dans un contexte allogenique, et dans cette 
situation, les splenocytes reinjectes en meme temps que la moelle 
osseuse sont responsables d'une reaction du greffon centre I'hote 
5 mortel. 

Dans ces experiences, on observe 100% de mortalite chez les 
animaux ayant repu une telle greffe de moelle en condition allogenique 
Au contraire, le traitement par le ganciclovir pendant les sept jours qui 
suivent la greffe de moelle est suffisant pour empecher totalement le 
0 developpement d'une reaction du greffon contre I'hdte. Dans ces 
conditions, la plupart des animaux survivent ^ la greffe de moelle, sans 
signe de GVH (figure 9). 

Le tableau ci-dessous montre le pourcentage de survie avec les souris 
transgeniques TK a partir des resultats de 3 experiences allant de 
J 1 20 a J 41 effectuees sur des souris irradiees : 



TABLEAU 2 : 



GROUPES 


GMO+ 


CONTROLES 


TRAITES 




84% 


0 % 


93% 




(n = 13) 


(n = 23) 


(n = 14 



Le tableau cij<^essus fait apparan^ les souris irradiees rebevant 
une greffe de moelle osseuse (GMO+) survivent, tandis que les mSmes 
souris recevant de la moelle osseuse et des splenocytes nieurent de 
GVH (contrfiije) sauf lorsque les splenocytes proyiennent de souris 
transgeniques et que les souris sont traitees par le ganciclovir 
(traitees). 

La demonstration que ce phenomdne est bien due a une destruction 
des clones de lymphocytes T impiiqu6s dans la GVH, peut etre 
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apport§e par I'^tude de la fonctionnalite des lymphocytes de ces 
souris. En effet. jorsque I'on preleve ces lymphocytes et qu'on les 
active dans des reactions mixtes lymphocytalres utilisant comme 
,,cellules stimulantes. soit des lymphocytes de meme orlgine que le 
5 receveur, soit des lymphocytes d'une tierce origihe. on constate qu'il 
a aucune activation centre les cellules du receveur. tandis qu'il y a 
une activation normale centre les tierces cellules. Ces resultats 
demontrent qu'on a aboutl. chez les souris ayant survecu a la greffe de 
moelle. a une deletion des clones specifiquement capables de 
reconnattre les allo-antlgenes du receveur, et impliques dans la GVH. 

Exemple 4 : Constructions contenaht differentes sequences 
du promoteur C04 humain : 

sPifferentes constructions gen6tiques ont ete reallsees afin de 
ilechercher queues sont les sequences regulatrices mlnimales derlvees 

des' s^uehaei du ge^^^^ j'expressiqn dun 

transg#i#'3;||,^cl^Pyg|^^^^^^ ^ - 

construbtions sbnt Citilisees ^Ur cbntr6ler 7^ g^ne 
rapporteur R La construction de base coritient ies 11 oci paires de base 
du promoteur du gene CD4 et I'enhancer de CD4 present en 
3 exemplaires. A partir de cette construction, differentes autres 
constructions gen^tiques oht ii*e i^alis^^^ seion le schema de la 
figure'lt).- ' ^ . ' ■•' v^.:,^:.'^ 

^ * ^® ^® ' ®^f^'^ssibn g§ne raj|f)^ apres 

transfection dfe TOs d^^ constnMi(wis^6n§t^ 
dans le# cellules Jui-ky mbntreht 

1) d^ fa^on g^ndrale ['expression est 10 fois plus elevee 
en presence de I'enhancer du CD4 qu'en son absence ; 

2) le fragment -169+16 de la constnjction Pp1-2C est 
aussi efficace que I'ensemble du fragment de 1 100 paires de base pour 
diriger I'expression du gene rapporteur. 
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En conclusion, ces resultats montrent que les sequences 
regulatrices courtes derivees du promoteur et enhancer du gene CD4 
et de taille compatible avec leur utilisation au sein de vecteurs viraux 
tels les vecteurs retroviraux sont utilisables pour obtenir une 
5 expression specif ique dans les lymphocytes T. 

Les memes constructions derivees des sequences 
regulatrices de CD4 ne s'expriment pas dans des cellules non 
lymphoides CD4+ comme, par exemple, les. cellules HELA. 

Ces experiences montrent egalement que la presence 
10 d'une seule copie de I'enhancer CD4 est suffisante pour obtenir 
I'expression attendue. 

Ci-apres se trpuvent les legendes complementaires des 
figures 9 et 10. 

15 Figure 9 : Ie groupe GMQ- est represente par la,courbe A. 

Le groupe Giyip+ est repr^sfnt^^^^ 

<3VH/GCVNtG est represente par la courbe C. Le groupe GVH/PBS 
est represente par la courbe D e!t le groupe GVH/GCV est represente 
par la courbe E. 

20 Figure 10 : Le site d'initiation de la transcription du gene 

CD4 humain est represente par une fidche noire. Le g^ne. de la 
phosphatase alcaline secretee humaine (rapporteur) est, quant a lui, 
materialist par le sigle pSEAP^ ^ ^^^^^^^ e|t grises 

repr6sehtent les sequences homblpgues ayec la souris, respectiyemenf 

25 2 « bpTtes » conservees et 3 « i?o|tes » conservees. Enfin, « MEH3X » 
correspond au enhancer du gene CD4 murin qui, dans le present test, 
est repete trois fois. 
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REVENDICATIONS 



" 1. Systeme d'expression d'une proteine ou d'un gene 
heterologue comprenant un vecteur recomblnaht. utilisable pour la 
transduction de cellules de la lignee hematopol^tlque. notamment les 
cellules souches; de sorte que ladite cellule ainsi transdulte 
n'exprimera la proteine ou le gene heterologue que dans les cellules T 
matures apr§s la selection du repertoire, ledit vecteur etaht pourvu de 
toutes les sequences necessaires a son expression, et caract6rise en 
ce qu'il contient au rtioins un amplificateur d'un gene C^CM' mirne 
espece ou d'espece differente. 

2. Systeme d'expression selon la revendication 1 caracterise en 
ce que le vecteur comprend egalement un prombteur constitue de Tune 
' des sequences suivantes : v '; . 

- le promoteur du gene CD4"humairf t0l qij^ r^^^^^ 

- 1^ sequence comprise entre les nudebtides -498 a +i 6 de la figure 6. 

- la sequence comprise entre les nucleotides -165 a +16 de la figure6 

- toute sequence derivee de I'une des sequences prec6dentes par 
additions d§l6tion ou substitution de nuGl6dtide^ modification 
substantielle de I'expressipn de ia prbteihfe heterolbgue. 

n< .V. Si'^SymiPnexrexp^ la i^v^nditMort^^ ^ 2 

caracterise ^en ce que l^^%^qUe^^^ 

CD4 murjn et comprend tout ou partie de la sequence suis/anli sous 
forme d'une a plusieufs copies : - ^ 

TGTTGGGGTT eAAATTTGAG CeCCAGCTCSt TAGCCCTCTG 
CAAAGAAAAA AAAAAAAAAA AAAGAACAAA GGdcCTAGAT 
TTeeCTTGTG AGCGCGAGCC TAAGATGAAG GGTCTTCTTT 
GAAGGGAGTG GGGTTGGGGT GGAGGGGGAt CCtGTGAGCT 
TTGCTGTCTC TGTGGCTGGC AGTTTGTCGA AAGGGTAAGA 
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GGTGTCAGCT GGCTGAGCCT AGGCTGAACC CTGAGACATG 
CTACCTCTGT CTTCTCATGG CTGGAGGCAG CCTTTGTAAG 
TCACAGAAAG TAGCTGAGGG GCTCTGGAAA AAAGACAGCC 
AGGGTGGAGG TAGATTGGT 
5 4. Syst^me d'expression selon Tune des revendications 1 a 3 

caracterise en ce que le vecteur contient en outre, sous la dependence 
du promoteur CD4 ou I'un de ses derives, tout ou partie du cDNA du 
gene CD4 humain. ;v« ; 

5. Systeme d'expression selon I'une des revendications 1 a 4 
10 caracterise en ce que le vecteur contient en outre un silenceur de 

I'expression du gene GD8. 

6. Systeme d'expression selon I'une des revendications 1 a 5 
caracterise en ce que la proteine heterologue susceptible d'§tre 
exprimee dans les lymphocytes T matures,, presepte. une^t^^ 

I5t, condi|iorin§|le ppurJe lyi^ ^^t^ : : • ^ u s! 

7. Systeme d'expression selon la revendlcation 6 caracter|S^^^^^ 
ce que la proteine heterologue est la thymidine kinase de HSVI^TK ou 
une proteine derivee de celle-ci, susceptible d'entrainer la mort du 
lymphocyte T active en presence d'un analogue de nucleotide tel 

20 I'aciclovir pu le ganciclovir. 

8. Systeme d'expression selon l!une des revendications; 1^ e 7 
caracterise en ce que le vecteur est spit : , ■ j r : ; 

■ ^I^^W*: #^rpvi'^3'- '®t l^mplifiicalejJE;^ !e pas eeh^nt le promoteur 
issu du promoteur CD4 humain etant inseres entre les deux sequences 
25 LTR du vecteur retroviral, ^ 

- un vecteur adenoviral, ou un vecteur AAV. oy 

- un systeme non biologique de delivrance d'acides nucleiques. 

9. Cellule de |a lignee hematopoietique transfettee par un 
vecteur d'expression constitue au moins d'une sequence cbdarit pour 

30 une proteine heterologue, d'un promoteur et d'une sequence de 
polyadenylation, caracterlsee en ce que ledit vecteur contient au moins 
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10 



une sequence amplificatrice d'un gene CD4 de mammifere de meme 
espece ou d'espdce differente. ia proteine h6t6rologue dtant exprimee 
prtncipalement dans les lymphocytes T matures issus de la selection 
du repertoire. 

10. Cellule transfect6e selon ia revendication 9 caracterisee en 
ce que le vecteur contient un promoteur constitue de I'uhe des 
sequences suivantes : 

- le promoteur du gene CD4 humain tel que represents dans la figure 
6, ou 

- la sequence comprise entre les nucleotides -498 +16 dans la 
numerotation de la figure 6. ou 

-I. la sequence comprise entre les nucleotides -165 +16 dans la 
numerotation de la figure 6. ou 

^toute sequence derivee de I'une des sequences precedehtes par- 
addition, deletion ou ^substitution de nucleotides sans modification 
substantielle de I'expression de la proteine hetirologLie. 

11. Cellule transfectee selon I'une des revendicatiohs 9 a 10 
caracterisee en ce que la proteine heterologiie presente une toxicite 
conditionnelle pour les cellules T matures. 

12. Cellule transfectee selon Tune des revendications 9 a 11 
caracterisee en ce la proteine heterologue est ia thymidine kinase de 
HSV1-TK ou une proteine d6rivee de celle-ci. susceptible d'entrainer ia 
mort du lymphocyte T activ§ en presence d'un analogue de nucleotide 
tel racicloyir ou le ganciclovir. 

13. Utilisation dans la fabrication d'un medicament utilisable en 
therapie gSnique pour detruire specifiquement les lymphocytes T 
actives d'un systeme d'expression selon I'une des revendications 1^8. 

14. Utilisation selon la revendication 13 caracterisee en ce que 
le medicament permet de pr§venir le rejet de greffe ou la reaction du 

30 greffon contre I'hote. 
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15. Utilisation selon la revendication 13 caracterisee en ce que 
le medicament pemiet de prevenir ou trailer des infections virales et 
notamment par le VIH. 

16. Utilisation selon la revendication 13 caracterisee en ce que 
5 le medicament permet de prevenir ou traiter les maladies auto- 

immunes. 

17. Utilisation selon la revendication 13 caracterisee en ce que le 
medicament permet de prevenir ou traiter les deficits immunitaires 
primitifs ou secondaires. s 
^ "JS. Composition therapeutique destinee a prevenir le rejet de 

greffe caracterisee en ce qu'elle contient un syst^me d'expressibn d'un 
transgene selon Tune des revendications 1 a 8. 

19. Composition therapeutique destinee a prevenir ou traiter des 
infec^ipris virales, notamment par I^^^ V^^^ caracterisee en ce qu'elle 

> cpntient un systems d'expressipn d'un. transgene selon rune des 
revendications 1 a 8. ^ 

20. Composition therapeutique destinee a prevenir ou traiter les 
maladies auto-immunes caracterisee en ce qu'elle contient un systeme 
d'expression d'un transgene selon I'une des revendications 1 a 8. 

' 21. Composition therapeutique destinee a prevenir ou traiter la 

reaction du greffon centre I'hdte caracterisee en ce qu'elle contient un 
systeme d'expression d'un transgene selon I'une des revendications 1 

.^;8., ■ - 
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pages 1084-1094, XP002O01074 

ZAHER HANNA ET AL.: "Specific expression 

of the human CD4 gene in mature CD4+CD8- 

and inmature CD4+CD8- T cells and in 

macrophages of : transgenic mice" 

voir page 1084, cplonne de droite, alinea 

3 - page 1085Vcplpnne de^ gauche, alinea 2 

voir page 1086, coVorine de droite, alinea 

2 - page 1089, colonne de droite, alinea 2 

voir page 1093, colonne de gauche, alinea 
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inventiye par rappoit au dodiment oonsiddri isoltaieht ^ 

* Y* document {larticutiirnnent pertindnt; I'invaition revendiquee 
ne peut e&:^'cbnsid6r6e comme impHquant tine activity inventive 
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documents de w£me rutun,'"cette combinaison etant ividente 
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Der : Internationale No 
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Cacegorie * Identirication des documents cites, avec, te cas echeaat, I'indication des passages peninems 



EMBO JOURNAL, 

vol. 12. no, 4. 1993. EYNSHAM, OXFORD 
pages 1547-1553. XP0O2001075 
NIGEL KILLEEN ET AL.: "Regulated 
expression of human CD4 rescues helper 
cell development in mice lacking 
expression of endogenous CD4" 
cite dans la demande 



voir abrege 

voir page 1547, colonne de droite. alinea 

voir page 1550, colonne de gauche, alin§a 

2 - alinea 4 „ 
voir page 1551, colonne de gauche, al^ea 
4 - colonne de droite, alinea 1 ir 
voir page 1551, colonne de droite, alinea 

3 - page 1552, colonne de gauche, alinea 2 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA, 

vol. 90, no. 16, 15 Aout 1993, WASHINGTON 
US, 

pages 7739-7743, XP002001076 
PATRICK SALMON ET AL. : "Charaeterization 
of the human CD4 gene core prdmoter is 
ti ssue-speci f i c- and i s . activated by Ets 
■proteins. "■ -R^-r. :-, a,' ::,■■=-:>:- ^ ■ 

cite dans la demande 
voir abrege; figure 1 

MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY, 

vol. 11, no. 11, 1 Novembre 1991, 

pages 5506-5515, XP0O0567480 

SHINICHIRO SAWADA ET AL. : "Identification 

and characterization of a T-cell -specific 

enhancer adjacent to the murine CD4 gene" 

cite dans la demande 

voir abrege ' 

voir pagej 5506, colonne de droite, alinea 

voir: page; 55P7, col on^ gauche, alinea 

voir page 5508, colonne de gauche, dernier 
alinea - page 5509, col onne de gauche, 
alinea 1; figure 3 

voir page 5512, colonne de droite, alinea 
3 - page 5513, colonne de gauche, alinia 1 
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FASEB JOURNAL FOR EXPERIMENTAL BIOLOGY, 
vol. 8, no. 5, 18 Mars 1994, BETHESDA, MD 
US, 

page A785 XP0O20O1077 
MCCREADY P.M. ET AL.: "Transient 
transfection of T cell lines with the 
murine CD4 promoter and the T 
cell -specific enhancer" 
* resume n. 4554 * 

P.X I THE JOURNAL OF IMMUNOLOGY. 

vol. 156, no. 5, 1 Mars 1996, 
pages 1873-1879. XP002016452 
PATRICK SALMON ET AL. : "characterization 
of a intronless CD4 mini gene expressed in 
mature CD4 and CDS T cells, but not 
expressed in inmature thymocytes" 
voir page 1874, colonne de gauche, alinea 
2 

voir page 1874, colonne de droite, dernier 
alinea - page 1875, colonne de gauche, 
alinea 2 

voir page 1875, colonne de droite, alinea 
3 - page 1876, colonne de gauche, alinea 1 
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